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Potential of Fatty Acids
High energy molecules
Precursor to other products
 Fatty Esters – Biodiesel, jet fuel
 Fatty Alcohols – Detergents, surfactants
 Waxes 
Use biocatalysts for production
Competing with petroleum industry
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What is Metabolic Engineering?
Systematic manipulation of genes
Engineer biocatalysts for feedstock conversion
Potential markets
Petrochemical
Pharmaceuticals
 Sanitation
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Engineering E. coli for Fatty Acid Production
E. coli serves as a good host, MG1655
Cell growth decreased due to product inhibition
 Fatty acids enter cell
Decrease intracellular pH
Degrade membrane, ion leakage, and cell death 
Use metabolic engineering to increase robustness
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Transport Protein Gene Knockout 
Deleted Transporter X and Transporter Y
Four different strains tested
 Wild‐type, WT
 Transporter X deletion, ΔX
 Transporter Y deletion, ΔY
 Transporter X and Y deletion, ΔXY 
Method ‐ Datsenko K. et all, PNAS 2000
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Fermentation
Shake flask fermentation at 30°C and 250 rpm
Fermentation medium
 MOPS+2% glucose
 Ampicillin
 IPTG inducer
Samples taken every 24 hours for 72 hours
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Culture Analysis
Cell growth measured through turbidity
Optical density at 550 nm
Fatty acid analysis
 Liquid‐liquid extraction
Gas chromatography
Mass spectroscopy 
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Cell Growth
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Fatty Acid Concentration
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Future Work
Increase expression of Transporter Y
Stepped expression ratios between Transporter X and Y
Directed strain evolution
Large scale bioreactor experiments
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Conclusion
Deletion of Transporter X increases fatty acid titer
Deletion of Transporter Y is detrimental 
Increasing expression of Transporter Y
Many interconnected parts in robustness
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Questions?
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